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(54) Title: USE OF INACTIVATED IMMUNOSUPPRESSIVE OR ANGIOGENIC IMMUNOGENIC PROTEINS FOR PRODUC- 
ING SECRETORY IGA'S 

(54) Titre: UTILISATION DE PROTEINES IMMUNOGENES IMMUNOSUPPRESSIVES OU ANGIOGENIQUES RENDUES 
INACTIVES POUR LA PRODUCTION DTGA SECRETOIRES 

(57) Abstract: The invention concerns the use of a protein derived from cancer cells, cells infected by a virus or immune cells or 
an inactive fragment of said protein, said protein being initially an immunosuppressive and/or an angiogenic protein with local ac- 
tivity whereof said properties have been inactivated by at least 70 % by a physical and/or chemical treatment, such as formolisation, 
carboxamidation, carboxymethylation, maleimidation or oxidation by oxygen bubbling, by genetic recombination or by adjuvant 
conditioning, said treatment preserving its property of being identified by antibodies directed against said protein, and preserving 
sufficient immunogenic properties for generating antibodies neutralising or blocking said native protein, or the use of a DNA mole- 
cule corresponding to said protein inactivated by mutation or to said inactive fragment, for obtaining a medicine designed to provide 
a patient with mucosal immunity based on secretion of IgA secretory antibodies, pharmaceutical compositions for the mucous mem- 
branes and IgA antibodies. 

(57) Abrege: Utilisation d'une proteine provenant de cellules cancereuses, de cellules infectees par un virus ou de cellules immu- 
nitaires ou encore d'un fragment inactif de cette proteine, ladite proteine etant une proteine initialement immunosuppressive et/ou 
angiogenique a action locale dont ces proprietes sont rendues inactives d'au moins 70 %, par un traitement physique et/ou chimique, 
tel qu'une formolation, une carboxamidation, une carboxymethylation, une maleimidation ou une oxydation par barbotage d'oxy- 
gene, par recombinaison genetique ou encore par un conditionnement adjuvant, ledit traitement lui conservant la propriete d'etre 
reconnue par des anticorps diriges contre ladite proteine, et lui conservant des proprietes immunogenes suffisantes pour generer 
des anticorps neutralisant ou bloquant ladite proteine native, ou encore 1' utilisation d'une molecule d' AND correspondant a ladite 
proteine inactivee par mutation ou audit fragment inactif, pour Fobtention d'un medicament destine a conferer a un patient une im- 
munite mucosale fondee sur la secretion d' anticorps de classe IgA secretaire, compositions pharmaceutiques pour la voie muqueuse 
et anticorps de classe IgA. 
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UTILISATION DE PROTEINES IMMUNOGENES IMMUNOSUPPRESSIVES OU ANGIOGENIQUES RENDUES 
INACTIVES POUR LA PRODUCTION D'IGA SECRETOIRES 



5 La presente invention concerne I'utilisation d'une proteine 

provenant de cellules cancereuses, de cellules infectees par un virus ou de 
cellules immunitaires, d'un fragment d'une telle proteine ou encore d'une 
molecule d'ADN correspondant a ladite proteine ou fragment, pour la 
preparation d'un medicament destine a conferer a un patient une immunite 

10 mucosale fondee sur la secretion d'lgA secretaires. 

On recherche toujours des composes actifs pour lutter centre le 
cancer qui est le fleau medical majeur de notre epoque. De nombreuses 
therapies ont ete developpees avec un succes variable puisqu'il y a encore une 
mortalite importante. Ces therapies ont d'abord ete I'exerese chirurgicale pour 

15 les tumeurs solides, la radiotherapie et la chimiotherapie. Ces therapies 
semblent insuffisantes dans de nombreux cancers pour lesquels aucun succes 
clinique n'a ete enregistre indiquant une prolongation importante de la survie 
des patients ou leur guerison totale. 

Les cancers sont des proliferations de cellules qui peuvent 

20 ensuite essaimer dans I'organisme pour former des metastases. II est connu 
que le systeme immunitaire d'un individu normal elimine regulierement les 
cellules cancereuses naissantes (concept d'immunosurveillance), et que la 
formation d'un cancer est associee 1) a I'echappement du systeme de 
surveillance immunitaire local puis a une periode avancee du cancer, a une 

25 immunosuppression systemique et 2) a une proliferation des cellules 
endothelials vasculaires assurant I'apport nutritif des cellules tumorales 
(neoangiogenese). 

La plupart des agents anticancereux (chimiotherapie, 
radiotherapie) utilises a ce jour luttent contre la replication des cellules 

30 cancereuses. Ces agents ne visent pas I'environnement particulier necessaire 
a la proliferation des cellules cancereuses, caracterise a la fois par ('absence 
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d'activite locale (paracrine) des cellules immunitaires antitumorales 
(echappement immunitaire) et par I'apparition d'une vascularisation 
intratumorale (neoangiogenese). 

C'est pourquoi, recemment, de nouvelles approches 
5 therapeutiques ont ete introduces. Certaines visent a stimuler le systeme 
immunitaire antitumeur par therapie cellulaire ou par I'activation de genes 
codant pour des proteines stimulant la reponse immunitaire (therapie genique) 
ou encore en immunisant directement contre des antigenes, identifies comme 
specifiques ou associes, de la tumeur du type des M AGE (vaccination). 

10 D'autres visent a lutter contre la neoangiogenese, en utilisant des 
antimetabolites detruisant les cellules endothelials (Judah Folkman). Dans ce 
nouveau contexte ii est a noter que De Bruijn et al., (Cancer Res. (1998) 58 , 
pages 724-731) ont decrit I'utilisation de proteines E6 et E7 natives pour induire 
une reponse cellulaire cytotoxique (CTL) chez des souris pour les proteger contre 

1 5 Timplantation de cellules tumorales. 

Or la demanderesse a decouvert avec etonnement, apres de 
longues recherches, que des facteurs immunosuppressifs ou angiogeniques a 
action paracrine sont induits par les tumeurs. Ces facteurs qui sont solubles 
peuvent, d'une part, empecher localement les cellules du systeme immunitaire 

20 d'agir efficacement, meme si on les stimule (immunosuppression) et peuvent, 
d'autre part, assurer la nutrition des cellules cancereuses, en activant la 
proliferation des cellules endothelials (angiogenese). 

Le phenomene d'echappement aux defenses immunitaires 
cellulaires de Thote par induction de leur paralysie in situ est une strategie 

25 utilisee par de nombreux cancers et est necessaire a leur survie. Initialement 
I'immunosuppression reste localisee au niveau de la tumeur, puisque I'individu 
est encore capable de se defendre contre les autres agressions telles que des 
infections. Cependant a un stade plus tardif, cette immunosuppression peut 
s'etendre, se generalise^ ainsi que I'attestent la dissemination de metastases 

30 et la grande vulnerability du cancereux face aux infections ceci en dehors 
meme des effets debilitants dus a la chimiotherapie ou radiotherapie. En 
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resume, cet echappement au controle du systeme immunitaire est du a une 
paralysie du systeme immunitaire (immunosuppression), qui I'empeche de 
fonctionner normalement. Cette immunosuppression met en jeu des facteurs 
paralysants, qui sont produits par les cellules cancereuses ou leur 
5 environnement. La paralysie locale des cellules du systeme immunitaire ou 
immunosuppression represente done une arme majeure des cellules 
cancereuses qui leur permet d'echapper au systeme immunitaire de I'hote. 
Ainsi, des proteines relachees par les cellules infectees agissent comme de 
veritables toxines sur les cellules immunitaires alentour, les dereglent et 

10 bloquent in situ (de maniere paracrine) les cellules du systeme immunitaire, 
protegeant les cellules infectees. 

Les tumeurs malignes sont caracterisees par la presence d'une 
vascularisation importante, qui assure un afflux de sang necessaire a la 
nutrition des cellules cancereuses. Cette vascularisation est realisee par 

15 I'activation des cellules endothelials vasculaires induites au contact des 
cellules tumorales (neoangiogenese). Les travaux de Judah Folkman ont 
recemment mis en evidence que le controle de la neoangiogenese tumorale 
pouvait representer une arme efficace decisive contre les cancers (Folkman J., 
Semin. Cancer Biol., 1992, 3 (2) : 65-71). 

20 Dans ce contexte physiopathologique, la demanderesse a 

decouvert, apres de longues recherches, dans le cas de I'ATL, du cancer du col 
uterin, et du sarcome de Kaposi, trois proteines impliquees dans une 
immunosuppression locale au niveau de la tumeur : il s'agit de la proteine Tax 
de HTLV 1, de la proteine E7 du papilloma virus, et de la proteine Tat du VIH-1 

25 dans le sarcome de Kaposi. Dans ce dernier cas, il existerait aussi comme 
agent etiologique un virus de I'herpes (le HHV8), qui expliquerait que le 
sarcome de Kaposi survient aussi chez des sujets non infectes par le VIH-1. 
Tat a ete impliquee dans le sarcome de Kaposi, mais sans que les chercheurs 
n'identifient son role generafeur d'immunosuppression locale qui favorise la 

30 generation de sarcomes de Kaposi. De maniere interessante, la demanderesse 
a trouve que certaines de ces proteines immunosuppressives, telles la proteine 
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Tat du HIV-1 et la proteine E7 de HPV (souches 16 et 18) ont egalement des 
effets activateurs sur les cellules endothelials vasculaires. 

Pour lutter contre ces facteurs immunosuppressifs et/ou 
angiogeniques, la demanderesse a propose d'induire par voie generale des 
5 anticorps specifiques diriges contre ces facteurs extra-cellulaires. C'est ainsi 
qu'elle a decrit ('administration des proteines precitees par les deux voies 
conventionnelles d'administration des vaccins, a savoir la voie orale et la voie 
injectable. 

Ainsi, dans une precedente demande de brevet, la demanderesse 
10 a montre comment bloquer par des anticorps specifiques les facteurs solubles 
relaches par les cellules tumorales ou infectees par un virus. Par "facteurs 
solubles", Ton entend des facteurs (en general des proteines) synthetises par 
ces cellules et relaches dans le milieu extracellulaire soit par transport actif soit 
par diffusion passive. Les facteurs extracellulaires precites peuvent agir in situ 
15 soit en inhibant la reponse cellulaire immunitaire, incluant I'activation des 
lymphocytes T cytolytiques (CTL), soit en perturbant le reseau cytokinique, soit 
en satisfaisant par la neoangiogenese les besoins nutritifs de la tumeur. Ces 
facteurs extracellulaires peuvent etre d'origine cellulaire (cytokines) ou, pour les 
cancers induits par des virus ou les maladies virales, des proteines virales, 
20 principalement des proteines de regulation, presentes dans le milieu 
extracellulaire. 

Elle a decrit notamment des moyens permettant d'obtenir, dans le 
milieu circulant, des anticorps de classe IgG diriges specifiquement contre des 
facteurs deleteres, par exemple immunosuppressifs et/ou angiogeniques, 

25 lesdits anticorps etant susceptibles de bloquer ces facteurs et d'en neutraliser 
les effets sur les cellules immunitaires et/ou endothelials. Ces anticorps 
specifiques de classe IgG ont ete soit induits par immunisation active 
(vaccination) dirigee contre les proteines notamment les facteurs solubles 
prealabiement identifies, soit administres passivement (immunisation passive). 

30 Les anticorps circulants, presents dans le milieu extracellulaire, en se 
combinant a ces proteines, peuvent en neutraliser les effets indesirabies. 
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La demanderesse a identifie dans au moins trois cancers viro- 
induits de tels facteurs solubles : le sarcome de Kaposi (HIV-1), le cancer du 
col de I'uterus (HPV) et la leucemie ATL (HTLV-1 et -2) Ces 3 facteurs, tous 
d'origine virale, sont respectivement la proteine Tat du HIV-1, la proteine E7 du 
5 HPV et la proteine Tax du HTLV -1 . 

De nombreux cancers sont induits par des virus comme le HIV-1 
responsable du sarcome de Kaposi et d'autres cancers, le HPV a I'origine du 
cancer du col de I'uterus, I'HBV et I'EBV associes, respectivement, a 
I'Hepatome et a la maiadie de Burkitt. 

10 La maiadie SIDA (Syndrome d'lmmunodeficience Acquise) due au 

HIV-1 et caracterisee par une immunosuppression cellulaire generalisee, peut 
se manifester par le sarcome de Kaposi, cancer vasculaire, ou par d'autres 
formes de cancer dont certaines leucemies ou lymphomes 
L'immunosuppression cellulaire observee dans cette maiadie qui favorise 

15 I'apparition de ces cancers est induite par la proteine Tat de regulation du HIV- 
1, qui, si elle n'appartient pas a la structure propre du virus, est relachee par les 
cellules infectees dans le milieu extracellulaire. Sous cette forme extracellulaire, 
la proteine Tat, agissant en veritable toxine virale, exerce un effet 
immunosuppressif sur les cellules immunitaires avoisinantes (Zagury D. et al.; 

20 PNAS, 1998, 95 : 3851-56). De plus, au niveau du sarcome de Kaposi, il a ete 
montre que la proteine Tat associee aux cytokines inflammatoires (IFNoc, 11-1, 
TNFa) et au BFGF, favorisait la neoangiogenese qui forme la tumeur (Ensoli B. 
J. Virol. 1993, 67 : 277-287). 

En fait, de par ses proprietes immunosuppressives et 

25 angiogeniques, la proteine Tat, presente dans le milieu extracellulaire, favorise 
dans la maiadie Sida, non seulement le developpement du sarcome de Kaposi, 
cause par le virus HHV8, mais egalement d'autres cancers, incluant des 
lymphomes ou des leucemies. 

Le cancer epithelial du col de I'uterus est provoque par certaines 

30 souches du virus HPV (souches 16 et 18). Les cellules cancereuses de ce 
cancer n'expriment que 2 proteines d'apparition precoce de ce virus, la proteine 
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E6 et la proteine E7 qui, toutes deux, ont des effets sur les facteurs regulateurs 
du cycle cellulaire de la cellule cancereuse. Par ailleurs, la proteine E7, 
presente dans le milieu extracellulaire, explique rapparition chez les malades 
de faibles taux d'anticorps anti-E7. La proteine E7 extracellulaire, tout comme 
5 la proteine Tat extracellulaire peut agir localement comme une toxine sur les 
cellules stromales (cellules lymphoTdes ou cellules endotheliales) de la tumeur. 

Cette proteine E7 a en effet montre experimentalement des 
proprietes immunosuppressives et angiogeniques. [-'immunosuppression 
induite par la proteine E7 a ete caracterisee par I'inhibition de la proliferation 

10 des cellules T stimulees par le PPD ou le toxoTde tetanique, I'inhibition de la 
proliferation des cellules T stimulees par des cellules allogeniques, la 
surproduction d'IFNa (cytokine immunosuppressive) par les cellules presentant 
I'antigene (APC). Le pouvoir angiogenique de la toxine E7 sur les cultures de 
cellules endotheliales provenant du cordon ombilical de nouveau-nes et 

15 pretraitees par la proteine E7 a ete suggere par les observations suivantes : 
formation de nids cellulaires nombreux, visibles au contraste de phase ; 
identification par Facs de marqueurs CAM (ICAM et VCAM) au sein des 
cellules endotheliales et modification du cytosquelette des cellules en culture 
observees par immunofluorescence et alteration de ('expression du monoxyde 

20 d'azote synthetase inductible par les cellules endotheliales en culture, en 
presence de la proteine E7. Comme on le verra dans les exemples de maniere 
plus decisive, le pouvoir angiogenique de la toxine E7 peut etre directement 
demontre " in vitro " par ('activation des cellules endotheliales vasculaires 
provenant de lignees cellulaires ou de cellules fraiches de cordon ombilical de 

25 nouveau-nes induites par la proteine E7 du HPV (souche 16). 

En poursuivant ces recherches, la demanderesse s'est rendue 
compte que lorsqu'il s'agit d'un cancer touchant une muqueuse epitheliale tel 
que le cancer du col de I'uterus ou encore une infection virale touchant les 
muqueuses genitales, vaginales, intestinales ou rectales, il etait important que 

30 fa reaction immunitaire destinee a lutter contre la maladie puisse agir 
localement, au sein de ces muqueuses pour fa bloquer a un stade precoce. 
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II paraissait done souhaitable d'induire une reaction immunitaire 
mucosale, generant des anticorps de classe IgA secretaires. 

L'induction d'anticorps diriges contre les facteurs viraux 
extracellulaires telles les proteines Tat, E7 ou Tax, comme des toxines sur les 
5 cellules stromales lymphoTdes ou endothelials intratumorales, implique la 
preparation d'immunogenes biologiquement depourvus des effets deleteres de 
la proteine native. De tels immunogenes ou les anticorps specifiques qu'ils 
induisent peuvent grace a leurs proprietes combattre rimmunosuppression 
et/ou i'angiogenese presente (s) au sein des tumeurs et done etre utiles en tant 
10 que medicaments anticancereux. Mais I'utilisation de molecules d'ADN permet 
aussi d'atteindre cet objectif. 

La presente demande a principalement pour objet I'utilisation : 
d'un produit obtenu a partir d'une proteine naturelle qui sera modifiee par 
toute technique connue comme par voie chimique, physique (dont forme 
15 galenique) ou par ingenierie genetique, de telle sorte que ses proprietes 

immunosuppressives sont inactivees d'au moins 70%, de preference d'au 
moins 90%, notamment d'au moins 95%, par un traitement chimique, 
physique et/ou par construction genetique appropriee, voire par une 
presentation appropriee, ou 
20 - d'une molecule d'ADN correspondant a ladite proteine inactivee par 
mutation ou audit fragment inactif, representant la version toxoTde des 
vaccins genetiques (vaccins a ADN). 
pour I'obtention d'un medicament destine a conferer a un patient une immunite 
mucosale, fondee sur la secretion d'anticorps de classe IgA secretaire. 
25 Elle a aussi pour objet Tutilisation d'un anticorps de classe IgA 

secretaire contre une proteine immunopathogene, en particulier 
immunosuppressive ou angiogenique a action locale induite par une cellule 
cancereuse ou une cellule infectee par un virus, pour I'obtention d'un 
medicament destine a une utilisation en tant qu'agent anti-immunosuppression 
30 locale et/ou en tant qu'agent anti-angiogenique a action locale. 
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Etant donne que des cancers peuvent proliferer grace a 
rimmunosuppression locale evoquee ci-dessus et a I'angiogenese, les produits 
ci-dessus trouvent en partie leuremploi pour I'obtention d'un medicament destine 
a son utilisation en tant qu'anticancereux. 
5 La proteine naturelle precitee est caracterisee en ce qu'elle est 

une proteine initialement immunosuppressive et/ou angiogenique a action 
locale induite par des cellules cancereuses ou par des cellules infectees par un 
virus ou un fragment de ces proteines. 

C'est pourquoi la presente invention a pour objet 1'utilisation d'une 

10 proteine provenant de cellules cancereuses, de cellules infectees par un virus 
ou de cellules immunitaires ou encore d'un fragment inactif de cette proteine, 
ladite proteine etant une proteine initialement immunosuppressive et/ou 
angiogenique a action locale dont ces proprietes sont rendues inactives d'au 
moins 70 %, de preference d'au moins 90%, notamment d'au moins 95%, par 

15 un traitement physique et/ou chimique, tel qu'une formolation, une 
carboxamidation, une carboxymethylation, une maleimidation ou une oxydation 
par barbotage d'oxygene, par recombinaison genetique ou encore par un 
conditionnement adjuvant, ledit traitement lui conservant la propriete d'etre 
reconnue par des anticorps diriges contre ladite proteine, et lui conservant des 

20 proprietes immunogenes suffisantes pour generer des anticorps neutralisant ou 
bloquant ladite proteine native, ou encore 1'utilisation d'une molecule d'ADN 
correspondant a ladite proteine inactivee par mutation ou audit fragment inactif, 
pour I'obtention d'un medicament destine a conferer a un patient une immunite 
mucosale fondee sur la secretion d'anticorps de classe IgA. 

25 Par " agent anti-immunosuppression ou anti-angiogenique " Ton 

entend que I'agent peut avoir Tun, I'autre ou les deux effets. 

Par « proteine initialement immunosuppressive et/ou 
angiogenique a action locale » Ton entend que ia proteine native, c'est-a-dire 
avant inactivation, produit I'un, I'autre ou les deux effets. 

30 Les proteines rendues inactives ou fragments inactifs de la 

presente invention, parfois appeles ci-apres "proteines inactivees" ou 
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"toxoTdes", ou molecules d'ADN generant la proteine initialement 
immunosuppressive et/ou angiogenique a action locale inactivee par mutation 
et de ce fait presentant le toxoTde par la vaccination ADN (version toxoide des 
vaccins genetiques a base d'ADN) permettent de lutter contre les cancers par 
5 une approche complementaire de celles de Tart anterieur et specifique, visant 
la paralysie du systeme immunitaire et/ou encore I'angiogenese induite(s) par 
les substances extracellulaires produites localement dans I'environnement des 
cellules cancereuses. Cette paralysie immunitaire et/ou I'angiogenese 
constituent une veritable barriere protectrice et/ou une source nutritive pour la 
10 tumeur. 

Les proteines rendues inactives, fragments ou molecules d'ADN 
selon la presente invention permettent de lutter en premier lieu contre ces 
facteurs proteiques immunosuppressifs et/ou angiogeniques, par formation 
mucosale d'anticorps de classe IgA contre ces proteines et notamment contre 

15 ces facteurs proteiques solubles pour permettre au systeme immunitaire d'agir 
efficacement et/ou pour bloquer la neoangtogenese done au lieu meme 
d'entree de Tinfection ou du siege de la maladie. 

II est important d'utiliser le facteur proteique extracelluiaire 
deletere sous une forme notamment physiquement, chimiquement et/ou 

20 genetiquement modifiee (inactivee) et non native (ou naturelle) afin qu'il 
n'exerce plus ses effets nocifs (paralysie paracrine du systeme immunitaire ou 
angiogenese locale). 

Les traitements physiques peuvent etre realises par la chaleur, les 
radiations U.V., les rayons X ou le contact avec une atmosphere riche en 0 2 . 

25 Ces traitements physiques generant des modifications intramoleculaires entre 
radicaux chimiques (groupement thiols par exemple), peuvent de maniere 
appropriee changer la conformation de la molecule, I'inactiver 
fonctionnellement tout en conservant ses proprietes immunogenes. 

Le traitement chimique peut etre effectue a I'aide d'un agent de 

30 couplage tel qu'un dialdehyde, ou d'une proteine porteuse activee par un pre- 
traitement a I'aide d'un dialdehyde, de preference ou le glutaraldehyde. Le 
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traitement chimique peut se faire par utilisation d'un monoaldehyde, notamment 
de formaldehyde. On peut a cet egard se reporter a I'enseignement de 
WO-A-96/27389. 

Le traitement chimique peut se faire notamment par d'autres 
5 procedes telle la carboxymethylation ou la carboxamidation. Un exemple de 
technique de carboxymethylation est illustre dans WO-A-99/33872. Le 
traitement chimique peut se faire egalement par N ethylmaieidation associee ou 
non a une glutaraldehydation. 

On peut encore citer comme technique d'inactivation la reaction 

10 d'au moins une fonction thiol de la proteine avec le 4-chIoro-7- 
sulfobenzofurazane d'ammonium, le N-[iodoethyl]-trifluoroacetamide ou le N-(6- 
[y-amino^-methylcoumarin-S-acetamidolhexy^-S'^'-pyridyldithio) 
propionamide ainsi que la reaction d'au moins fonction amino de la proteine 
avec I'ethylacetimidate, un anhydride, le 2-iminothiolane chlorhydrate, le N- 

15 succinimidyl S-acetylthioacetate, le sulfosuccinimidyl acetate, le 
sulfosuccinimidyM-O-^^'-dimethoxytrityllbutyrate, le succinimidyl 7-amino-4- 
methylcoumarin-3-acetate, le sulfosuccinimidyl 7-amino-4-methylcoumarin-3- 
acetate ou le phenylglyoxal. 

L'immunogene peut etre inactive grace a une presentation 

20 galenique au sein d'un liquide huileux, tel I'adjuvant incomplet de Freund ou 
encore susceptible de modifier les liaisons non covalentes (forces 
electrostatiques, forces de Van der Waals ou liaisons hydrogene) necessaires a 
ses effets toxiques. 

Les modifications genetiques peuvent etre obtenues par 

25 ingenierie genetique operant des insertions, des deletions ou des substitutions 
de residus, operations destinees a diminuer ou supprimer les sites fonctionnels 
deleteres de la molecule naturelle. Les mutants genetiques pourront ou non 
subir un traitement chimique et/ou physique complementaire. Les proteines 
modifiees ci-dessus peuvent par exemple etre preparees a partir d'une proteine 

30 ayant une sequence identique ou similaire a une sequence peptidique d'une 
proteine immunopathogene, en particulier immunosuppressive ou 
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angiogenique, telle que la proteine Tat du VIH-1, la proteine E7 du papilloma 
virus ou la proteine Tax de HTLV1 ou d'un fragment de ces proteines et etre 
obtenues par exemple par synthese peptidique conventionnelle sur resine ou 
par genie genetique. Tous ces procedes sont bien connus de I'etat de la 
5 technique. Les mutants inactifs mais immunogenes ont au moins une molecule 
d'ADN qui code pour leur production. De telles molecules d'ADN presentent un 
interet particulier dans la presente invention comme on le verra ci-apres. 

Afin de verifier que la proteine native immunosuppressive et/ou 
angiogenique est bien reconnue par des anticorps diriges contre ladite proteine 

10 immunosuppressive modifiee ou son fragment modifie ou non selon ('invention, 
on peut par exemple verifier immunologiquement par Elisa en presence 
d'anticorps specifiques, la formation de complexes antigene-anticorps. 

Dans des conditions preferentielles de mise en oeuvre, le compose 
immunogene provient d'un compose natif (proteine ou fragment polypeptidique) 

15 traite par un aldehyde, ou carboxamide, ou carboxymethyle, ou maleimide. 

Afin de determiner si les proprietes immunogenes de la proteine 
modifiee immunosuppressive et/ou angiogenique ou d'un fragment de cette 
proteine ont ete suffisamment conservees (c'est a dire si il ou elle a ete 
inactive(e) mais pas denature) pour creer des anticorps bloquant les effets de 

20 ladite proteine native, on peut par exemple immuniser des mammiferes (lapins, 
rats, souris) a I'aide d'un compose immunogene selon ['invention et verifier que 
les anticorps produits neutralisent les activites immunosuppressives ou 
angiogenique de la proteine, comme on le verra pour la proteine Tat du VIH-1, 
la proteine E7 du papilloma virus et la proteine Tax de HTLV1 dans la partie 

25 experimental. 

Afin de determiner si la proteine immunosuppressive modifiee ou 
le fragment a perdu au moins la proportion desiree de ses proprietes 
immunosuppressives, on peut par exemple etudier I'effet de la proteine 
immunosuppressive sur ['immunosuppression des cellules mononucleees du 

30 sang peripherique humain (PBMC). 

LADN (plasmide avec promoteur) peut etre delivre aux surfaces 
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mucosales sous forme d'ADN nu ou formule, par exemple sous forme de 
liposomes cationiques ou concentre autour de particules d'or ou encore sous 
forme de microspheres. II est avantageusement mis en oeuvre en presence 
d'adjuvants notamment des toxines bacteriennes telles que CT (cholera toxine) 
5 ou de LT (enterotoxine labile d'E. coli). De telles techniques d'immunisation 
mucosale avec des vaccins a base de molecules d'ADN sont decrites 
notamment dans Microbes and Infection, 1999, 685-698 par McCluskie et al. 

La proteine immunosuppressive ou angiogenique modifiee et 
immunogene peut deriver d'une quelconque des proteines notamment 
10 immunosuppressives a action locale induites par les tumeurs ou chez le 
malade du Sida ; on retient particulierement la proteine Tat du virus VIH-1, la 
proteine E7 du papilloma virus ou la proteine Tax du virus HTLV1. On retient 
aussi la lectine mannane-dependante produite par des cellules immunitaires 
activees. 

15 Par "derivent" ou "deriver" d'une proteine immunopathogene, en 

particulier immunosuppressive ou angiogenique a action locale produite par 
des cellules cancereuses ou infectees par un virus ou produite par des cellules 
immunitaires, Ton entend que le compose immunogene peut etre constitue de 
la totalite ou d'un fragment de la proteine immunopathogene, en particulier 

20 immunosuppressive ou angiogenique de depart. 

II peut comporter une ou plusieurs modifications dans les acides 
amines de cette proteine ou fragment telles que des deletions, substitutions, 
additions, ou fonctionnalisations telles qu'acylation d'acides amines, dans la 
mesure ou ces modifications restent dans le cadre precise ci-dessus (absence 

25 de toxicite, caracteres immunologiques). Par exemple, en general le 
remplacement d'un residu leucine par un residu isoleucine ne modifie pas de 
telles proprietes; les modifications doivent generalement concerner moins de 
40% d'acides amines, de preference moins de 20% et tout particulierement 
moins de 10% de la proteine immunopathogene, en particulier 

30 immunosuppressive ou angiogenique. II est important que la proteine ou 
fragment modifie ne soit pas denature comme on peut le faire par exemple par 
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un traitement physique cornme ia chaleur afin de preserver ses sites 
conformationnels pour que les anticorps induits par les derives modifies soient 
actifs vis a vis de ia proteine native. 

Dans des conditions preferentielles, les composes immunogenes 
5 de I'invention comportent au moins 50% de ia totalite ou d'un segment de la 
proteine immunopathogene, en particulier immunosuppressive ou 
angiogenique, de preference au moins 70%, particulierement au moins 90%, et 
tout particulierement la totalite ou quasi-totalite de ladite proteine 
immunosuppressive ou angiogenique. 

10 De maniere generale, en ce qui concerne les modifications, 

I'homologie ou la similitude entre I'immunogene modifie et la proteine ou partie 
de proteine immunosuppressive native, ainsi que les dimensions du compose 
immunogene, de meme que les modalites d'utiiisation, ou de couplage du 
compose immunogene selon ('invention a une proteine immunogene telle que 

15 le toxoYde tetanique, on peut en particulier se referer a WO-A-86/06 414 ou a 
EP-A-0.220.273 ou encore a PCT/US. 86/00831 , equivalents, dont 
I'enseignement est incorpore ici par reference. 

On prefere aussi un compose immunogene tel que defini ci- 
dessus qui est un produit obtenu par recombinaison genetique presentant une 

20 homologie peptidique de 70% au moins avec les proteines Tat du HIV-1, Tax 
du HTLV1 ou 2 et E7 de I'HPV ou la iectine mannane-dependante produite par 
des cellules immunitaires activees ou avec un segment de ces proteines. 

On prefere egalement un compose immunogene tel que defini ci- 
dessus caracterise en ce qu'il est traite par un aldehyde, qu'il est carboxamide, 

25 carboxymethyle ou maleimide. 

On prefere enfin un compose immunogene tel que defini ci- 
dessus caracterise par un conditionnement adjuvant qui ie rend biologiquement 
inactif, telle qu'une emulsion huileuse en adjuvant de Freund incomplet (IFA). 

On peut aussi faire deriver d'un mutant homologue le compose 

30 immunogene desire. 
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Rappelons ici que par un conditionnement galenique d'une 
proteine active physiologiquement, on peut masquer son activite biologique tout 
en conservant son immunogenicite. 

La reaction de carboxymethylation permet de modifier les 
5 groupements thiols (groupements sulfhydryl) presents au niveau des residus 
cysteines de I'enchamement en acides amines. La carboxymethylation inactive 
certaines fonctions toxiques dependantes des groupements SH comme I'a 
rapporte pour ia proteine Tat Frankel et al. Cell Vol 55 (1988). 

Mise a part la carboxymethylation, la carboxamidation ou la 
10 maleimidation peuvent etre utilisees pour bloquer les groupements SH et 
former des complexes S-carboxymethyles, S-carboxamides ou S-maleimides. 

Par exemple, la proteine Tat possede 7 cysteines. Ces cysteines 
participent a la formation de ponts disulfure inter et intra-chaines et contribuent 
a la formation d'oligomeres. 
15 Le produit de la reaction est dans chaque cas un residu 

S-carboxymethylcysteinyl ou S-carboxymethyiamidocysteinyl. 

Un fragment peut comporter de 8 a 110 acides amines par 
exemple, de preference de 12 a 60 acides amines et notamment de 12 a 40 
acides amines. Un tel fragment peut comporter aussi du ou des cotes C ou N 
20 terminal de 1 a 5 acides amines supplementaires c'est-a-dire differents du 
segment d'origine. Un fragment doit en outre comporter une cysteine au moins 
pour pouvoir faire I'objet par exemple d'une carboxymethylation. Les fragments, 
s'ils seront de preference choisis inactifs par eux- memes, pourront en effet 
soumis si desire aux memes traitements deactivation que les proteines 
25 entieres ou presque entieres. 

La reaction de carboxymethylation ci-dessus peut aussi etre 
realisee avec d'autres agents chimiques comme I'acide performique, I'acide 3- 
bromopropionique, I'ethyleneimine, le bromure de (2-bromoethyl) 
trimethylammonium, le 2-bromoethane sulfonate, la 1 ,3-propanesulfone etc.... 
30 Dans des conditions preferentielles de mise en oeuvre du procede 

ci-dessus decrit, ladite proteine ou ledit fragment de depart peut se presenter 
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sous forme fusionnee a un marqueur (FP) ou non fusionnee (P). La forme FP 
peut modifier per se la conformation moleculaire et par la modifier son activite. 

Les proteines ou fragments de depart du procede sont des produits 
connus dont des procedes deactivation peuvent avoir ete decrits dans la 
5 litterature comme dans WO-A-99/33872. Ces proteines de depart peuvent 
meme etre commercialisees (Immunodiagnostics Inc., Cat# 1002-2) ou peuvent 
etre preparees de maniere conventionnelle. 

On peut en particulier preparer les proteines ou fragments de 
depart ci-dessus par : 
10 1) Synthese par genie genetique ou par synthese biochimique ; 
2) Purification 

Par genie genetique, on peut purifier les proteines produites par 
chromatographie d'affinite en utilisant par exemple des anticorps diriges contre 
la proteine ou un de ses fragments ; on peut aussi synthetiser la proteine 
15 fusionnee a un marqueur (FP) qui servira a I'accrochage a une colonne 
d'affinite. 

Dans d'autres conditions preferentielles de mise en oeuvre du 
procede ci-dessus decrit, lorsque la proteine ou fragment est fusionne a un 
marqueur (FP), il est soumis a : 
20 - une concentration, par exemple, par ultrafiltration ; 
un desalage, par exemple, par gel filtration ; 

un traitement au bromure de cyanogene ou I'enterokinase pour diver la 
proteine de fusion et liberer ainsi la proteine ou fragment ; 
une concentration et diafiltration ; 
25 - une chromatographie par echange cationique ; 

une concentration par ultrafiltration, suivie par une filtration sur gel 
d'exclusion. 

La reaction au bromure de cyanogene ci-dessus permet de diver 
les thioethers. L'action du bromure de cyanogene sur les molecules 
30 polypeptidiques est selective en effectuant un clivage au niveau des residus 
methionine existants. Cette reaction aboutit a la formation de 2 fragments 
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polypeptides par residu methionine. Cette reaction peut etre avantageusement 
couplee notamment avec la reaction de carboxymethylation precedemment 
decrite mais elle n'est pas necessaire a I'inactivation. 

Dans d'autres conditions preferentielles de mise en oeuvre du 
5 procede ci-dessus decrit, on prepare la proteine ou le fragment attendu(e) 
couple(e) a un compose permettant sa purification, par exemple a un fragment 
peptidique contenant plusieurs histidines, de preference en sequence continue 
de 4, 5, notamment 6 histidines ou plus permettant la fixation a une colonne de 
Nickel. Dans la mesure ou la presence de ce compose n'induit pas de toxicite 
10 et ne modifie pas defavorablement I'immunogenicite de la proteine ou de 
fragment, il n'est pas necessaire de le diver apres purification. Toutefois, dans 
des conditions de realisation preferee, on clive ce compose pour Teliminer. 

La presente demande a encore pour objet ('utilisation 
d'un produit obtenu a partir d'une proteine naturelle qui sera modifiee par 
15 toute technique connue comme par voie chimique, physique (dont forme 

galenique) ou par ingenierie genetique, de telle sorte que ses proprietes 
immunosuppressives sont inactivees d'au moins 70%, de preference d'au 
moins 90%, notamment d'au moins 95%, par un traitement chimique, 
physique et/ou par construction genetique appropriee, voire par une 
20 presentation appropriee, ou 

d'une molecule d'ADN correspondant a ladite proteine inactivee par 
mutation ou audit fragment inactif, 
pour I'obtention d'une composition pharmaceutique pour la voie muqueuse, 
notamment pour la voie mucosale comme orale ou pour la voie intranasale 
25 destinee a conferer a un patient une immunite mucosale, fondee sur la 
secretion d'anticorps de classe IgA secretoire. 

La presente demande a encore notamment pour objet I'utilisation 
de tels produits pour la fabrication d'un traitement par la voie muqueuse pour 
lutter contre les proteines immunosuppressives et/ou angiogeniques a action 
30 locale induites notamment par une tumeur cancereuse ou chez le malade du 
Sida. 
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Les proteines modifiees qui sont des proteines initialement 
notamment immunosuppressives et/ou angiogeniques a action locale induites 
par les tumeurs cancereuses chez le malade du Sida et dont les proprietes 
immunosuppressives sont inactivees par un traitement approprie, les fragments 
5 et les molecules d'ADN correspondant a ces proteines natives inactivees par 
mutation ou fragments, possedent de tres interessantes proprietes 
pharmacologiques. lis sont doues notamment de remarquables proprietes 
antagonistes des proprietes des proteines immunosuppressives et/ou 
angiogeniques a action locale induites par une tumeur cancereuse par 
10 production d'anticorps secretaires de classe IgA . 

Ces proprietes sont iilustrees ci-apres dans la partie 
experimentale. Elles justifient ('utilisation des proteines modifiees ci-dessus 
decrites, fragments et molecules d'ADN a titre de medicament. 

En effet, les composes selon I'invention ont perdu leurs proprietes 
15 immunosuppressives ou leurs proprietes angiogeniques et peuvent done etre 
administres chez I'homme comme on le verra ci-apres dans la partie 
experimentale. 

C'est pourquoi la presente demande a encore pour objet une 
composition pharmaceutique pour la voie muqueuse, notamment pour la voie 

20 oromuqueuse comme la voie intranasale ou orale renfermant a titre de principe 
actif un produit obtenu a partir d'une proteine naturelle qui sera modifiee par 
toute technique connue comme par voie chimique, physique (dont forme 
gaienique) ou par ingenierie genetique, de telle sorte que ses proprietes 
immunosuppressives sont inactivees d'au moins 70%, de preference d'au 

25 moins 90%, notamment d'au moins 95%, par un traitement chimique, physique 
et/ou par construction genetique appropriee, voire par une presentation 
appropriee, ou une molecule d'ADN correspondant a ladite proteine inactivee 
par mutation ou audit fragment inactif. 

Les medicaments selon la presente invention trouvent leur emploi 

30 par exemple dans le traitement tant curatif que des cancers, notamment des 
cancers induits par des virus comme, par exemple, I'ATL (Acute T cell 
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leukemia) cause par le HTLV 1, ou le cancer du col uterin cause par le 
papilloma virus, ou encore le lymphome de Burkitt ou le sarcome de Kaposi 
causes par des virus de la famille herpes, respectivement I'Epstein-Barr (EBV) 
et le HHV8 ainsi que dans le traitement du SIDA. 
5 Les composes immunogenes selon invention peuvent etre 

utilises comme suit : 

On administre a un patient sous une forme adaptee a 
I'administration mucosale, un compose immunogene ou une molecule d'ADN 
selon la presente invention, par exemple par voie intranasale, en quantite 

10 suffisante pour etre efficace sur le plan therapeutique, a un sujet ayant besoin 
d'un tel traitement. La dose administree peut aller par exemple de 10 a 1000 pg 
par voie intranasale, une fois par semaine pendant deux mois, puis 
periodiquement en fonction du taux des anticorps secretaires induits, par 
exemple tous les 2-6 mois. 

15 On pourra administrer dans une meme preparation deux ou 

plusieurs molecules immunogenes et/ou molecules d'ADN differentes pour 
induire des anticorps neutralisant tous les sites fonctionnels deleteres au cas 
ou une seule molecule ne porte pas tous les sites actifs de la toxine ou de la 
cytokine surproduite que Ton veut neutralises 

20 L'invention a aussi pour objet les compositions pharmaceutiques 

destinees aux muqueuses qui renferment au moins un compose immunogene ou 
molecule d'ADN precite, a titre de principe actif. 

A titre de medicaments, les composes immunogenes ou molecules 
dADN de ['invention peuvent etre incorpores dans des compositions 

25 pharmaceutiques destinees a la voie muqueuse, notamment oro-muqueuse, en 
particulier la voie intranasale et la voie orale. L'administration peut avoir lieu en 
dose unique ou repetee une ou plusieurs fois apres un certain intervalle de 
temps. 

C'est pourquoi la presente demande a egaiement pour objet une 
30 composition pharmaceutique, curative ou preventive pour la voie muqueuse, 
caracterisee en ce qu'elle comprend a titre de principe actif, un ou plusieurs 
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composes immunogenes tels que definis ci-dessus, ou ses fragments ou 
molecules d'ADN correspondant a la proteine native a combattre. Le compose 
immunogene, fragment ou molecule d'ADN peut etre conditionne seul ou 
melange a un excipient ou melange d'excipients pharmaceutiquement 
5 acceptables tel qu'un adjuvant. Parmi les excipients destines a la voie 
intranasale ou orale, on retient particulierement les capryl caproyl macrogol 
glycerides comme le Labrasol® de la societe GATTEFOSSE ou I'hydroxyde 

d'alumine (Alhydragel, Superfos, Danemark). 

II est a noter qu'administre tel quel, selon une formulation orale 
10 conventionnelle, le principe actif selon ('invention serait inactif. 

Pour ('administration orale selon I'invention, on associera le 
principe actif a un adjuvant d'immunite mucosale tel qu'un mutant de CT ou 
de LT. 

On retient tout particulierement les formes galeniques decrites par 
15 Boyaka et al : « Strategies for mucosal vaccine development » dans Am. J. 
Trop. Med. Hyg. 60(4), 1999, pages. 35-45. On peut citer aussi les 
microgranules gastro resistants, notamment bioadhesifs tels que eux decrits 
par Rojas et at dans Pharmaceutical Research, Vol. 16, N° 2, 1999, page 255. 

La presente demande a plus particulierement pour objet un vaccin 
20 mucosal contenant a titre d'immunogene, un compose immunogene defini ci- 
dessus et notamment une proteine initialement immunosuppressive et/ou 
angiogenique a action locale induite par une tumeur cancereuse ou par des 
cellules infectees par un virus tei le VIH ou un fragment de cette proteine dont 
les proprietes immunosuppressives et/ou angiogeniques sont inactivees d'au 
25 moins 70 % par un traitement approprie ou une molecule d'ADN correspondant 
a cette proteine inactivee par mutation ou audit fragment inactif. 

Dans des conditions preferentielles de mise en oeuvre, on retient 
une composition pharmaceutique vaccinale ci-dessus, caracterisee en ce 
qu'elle comprend un adjuvant d'immunite mucosale, tei un mutant de CT 
30 (cholera toxine) ou de LT (enterotoxine labile d'E. coli). 

Dans d'autres conditions preferentielles de mise en oeuvre, on 
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retient une composition pharmaceutique vaccinale ci-dessus, caracterisee en 
ce qu'elle renfermant renferme un adjuvant adsorbant le principe actif, tels 
I'hydroxyde d'alumine ou les particules d'or. 

Dans encore d'autres conditions preferentielles de mise en 
5 oeuvre, on retient une composition pharmaceutique ci-dessus, caracterisee en 
ce que ta proteine est obtenue par recombinaison genetique et presente une 
homologie peptidique de 70% au moins avec les proteines Tat du HIV-1, Tax du 
HTLV1 ou 2 et E7 de I'HPV ou la lectine mannane-dependante produite par des 
cellules immunitaires activees ou avec un segment de ces proteines. 

10 Dans toujours d'autres conditions preferentielles de mise en 

oeuvre, on retient une composition pharmaceutique ci-dessus, caracterisee en 
ce que la proteine a ete traitee par un aldehyde a ete carboxymethylee, 
carboxamidee ou maleimidee. 

La presente invention a encore pour objet un procede de 

15 preparation d'une composition ci-dessus decrite, caracterise en ce que Ton 
melange, selon des methodes connues en elles memes, le ou les principes actifs 
avec des excipients acceptables, notamment pharmaceutiquement acceptables 
et le cas echeant, avec un adjuvant d'immunite mucosale. 

Dans des conditions preferentielles de mise en oeuvre du procede 

20 ci-dessus, on prepare des microgranules bioadhesifs et gastro resistants pour 
la voie orale digestive renfermant les principes actifs immunogenes et le cas 
echeant les adjuvants. 

L'administration a un patient de composes immunogenes selon 
I'invention par voie mucosale correspond a une immunotherapie active. II peut 

25 etre interessant egalement de proceder a une immunotherapie passive, c'est a 
dire de fournir a un patient directement des anticorps de classe IgA dont il a 
besoin pour neutraliser les effets nocifs des proteines ci-dessus, par exemple 
des proteines immunosuppressives a action locale induites par des tumeurs. 

Ces anticorps de classe IgA par exemple anti-proteines 

30 immunosuppressives et/ou angiogeniques peuvent etre obtenus 
classiquement. 



WO 01/43771 PCT/FR00/03526 

21 

C'est pourquoi la presente demande a egalement pour objet de 
tels procedes de preparation d'anticorps de classe IgA anti-proteines 
notamment immunosuppressives et/ou angiogeniques d'une tumeur 
cancereuse et en particulier d'anticorps anti-proteine E7 du papilloma virus ou 
5 anti-proteine Tax de HTLV1, et notamment un procede de preparation d'un 
anticorps de classe IgA ci-dessus caracterise en ce que Ton immunise un 
mammifere a I'aide d'un compose immunogene tel que defini ci-dessus, puis 
recupere les anticorps formes. 

La presente demande a encore pour objet un anticorps de classe 

10 IgA anti-proteine immunosuppressive ou angiogenique secrete par les cellules 
d'une tumeur cancereuse ou infectees par un virus tel le VIH-1 et en particulier 
des anticorps polyclonaux ou monoclonaux obtenus a partir de mammiferes 
immunises avec un compose immunogene defini ci-dessus et notamment une 
proteine immunosuppressive ou angiogenique d'une tumeur cancereuse 

15 biologiquement inactivee mais immunogene, notamment la proteine E7 du 
papilloma virus ou la proteine Tax de HTLV1 , ou leurs fragments. Ces anticorps 
administres passivement, qu'ils soient allogeniques (humains) ou xenogeniques 
(animaux), pourront etre des anticorps monoclonaux ou polyclonaux complets 
ou des fragments F(ab')2 ou Fab de I'anticorps. 

20 Par "anticorps anti-proteine immunosuppressive ou angiogenique 

d'une tumeur cancereuse", Ton entend des anticorps monoclonaux ou 
polyclonaux ou des fragments F(ab')2 ou Fab de ces anticorps ou encore des 
anticorps anti-proteine immunosuppressive ou angiogenique produits par les 
cellules d'une tumeur cancereuse ou infectees par le VIH-1, obtenus par 

25 construction genetique a partir d'une librairie de phages. 

Les anticorps xenogeniques proviennent d'animaux 
hyperimmunises avec un compose immunogene selon I'invention, notamment 
avec la proteine E7 du papilloma virus ou la proteine Tax de HTLV1 ou ses 
derives (fragments peptidiques de la proteine E7 du papilloma virus ou de la 

30 proteine Tax de HTLV1 detoxifies selon Tinvention), et sont 
soit polyclonaux provenant d'animaux hyperimmunises, 
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soit monoclonaux, obtenus apres hybridation selon la technique que Kohler 
et Milstein de cellules spleniques ou d'adenocytes avec une lignee 
myelomateuse, type x63, notamment x63AG3. Dans ce cas on prefere les 
anticorps equins ou de lapin. 
5 La presente demande a encore pour objet un procede de 

preparation d'anticorps de classe IgA anti-proteine immunosuppressive ou 
angiogenique d'une tumeur cancereuse, caracterise en ce que Ton immunise 
par voie muqueuse un mammifere, homme ou animal, avec un compose 
immunogene tel que defini ci-dessus. 
10 La presente demande a egalement pour objet un procede 

d'obtention d'anticorps de classe IgA anti-proteine immunosuppressive ou 
angiogenique, par la technologie de recombinaison genetique, caracterise en 
ce que Ton utilise a titre d'immunogene un compose immunogene tel que defini 
ci-dessus. 

15 La presente demande a encore pour objet des fragments F(ab')2 

ou Fab desdits anticorps de classe IgA ; ceux-ci peuvent etre obtenus par 
digestion enzymatique parexemple. 

La presente invention a tout autant pour objet un procede 
d'immunisation passive de sujets cancereux ou malade du Sida, utilisant des 

20 anticorps specifiques de classe IgA anti-proteine immunosuppressive ou 
angiogenique d'une tumeur cancereuse ou produite par des cellules infectees 
par un virus et specialement anti-proteine E7 du papilloma virus ou anti- 
proteine Tax de HTLV1 neutralisant ou bloquant les effets nocifs de cette 
proteine et pouvant etre prepares comme indique ci-dessus, ou des fragments 

25 F(ab')2 ou F(ab) de ces anticorps. 

La presente demande a egalement pour objet un procede 
d'immunisation active caracterise en ce que I'on utilise a titre d'immunogene un 
compose immunogene tel que defini ci-dessus avantageusement associe a un 
adjuvant d'immunite mineral, huileux ou de synthese, ou encore un compose 

30 immunogene tel que defini ci-dessus, avantageusement couple par exemple a 
I'aide d'un dialdehyde ou associe a une proteine augmentant son 
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immunogenicite ou encore une molecule d'ADN correspondant a la proteine a 
combattre mais inactivee par mutation. 

Ces immunisations peuvent etre realisees tant a titre curatif qu'a 

titre preventif. 

A titre d'immunogenes, pour tous les procedes ci-dessus et ci- 
apres, on utilise de preference un derive de la proteine E7 du papilloma virus 
ou de la proteine Tax de HTLV1. 

[.'invention a en outre pour objet une composition pharmaceutique 
pour la voie mucosale comprenant, a titre de principe actif curatif ou preventif , 
au moins un anticorps de classe IgA anti-proteine immunosuppressive ou 
angiogenique d'une tumeur cancereuse tel que defini ci-dessus ou obtenu 
selon les procedes ci-dessus eventueilement associe a un anticorps de classe 
IgG anti-proteine immunosuppressive ou angiogenique d'une tumeur 
cancereuse. 

En resume et notamment, la presente invention a pour objet 
I'usage a titre preventif, ou curatif chez le sujet cancereux ou atteints de Sida 
d'anticorps de classe IgA de maniere a bloquer Taction notamment 
immunosuppressive d'une proteine a action immunosuppressive locale ou 
angiogenique d'une tumeur cancereuse ou des cellules infectees par un virus 
et notamment de la proteine Tat du VIH-1, de la proteine E7 du papilloma virus 
ou de la proteine Tax de HTLV1. Ces anticorps specifiques de classe IgA 
pourront provenir : 

1. du sujet lui-meme, induits par une immunisation active (vaccination) avec 
une proteine immunosuppressive locale d'une tumeur cancereuse secretee 
par les cellules infectees par un virus privee desdits effets 
immunosuppressifs mais immunogene ( on a preserve les proprietes 
susceptibles d'induire la formation des anticorps, lorsque la proteine est 
presentee et preparee de maniere appropriee, couplee ou non a un 
"carrier", agregee ou non, en presence ou non d'adjuvant) ou avec une 
molecule d'ADN correspondant a la proteine a combattre mais inactivee par 
mutation ou audit fragment inactif ou 
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2. d'un organisme etranger, alio- ou xenogenique, administre au sujet par 
immunisation passive (serotherapie). Ces anticorps de ciasse IgA 
administres passivement, pourront etre des anticorps monoclonaux ou 
polyclonaux complets ou des fragments F(ab')2 ou Fab de I'anticorps. 
5 L'invention a egalement pour objet des compositions 

pharmaceutiques et notamment une composition pharmaceutique comprenant 
a titre d'agent preventif ou curatif des anticorps de ciasse IgA anti-proteine a 
action immunosuppressive ou angiogenique locale d'une tumeur cancereuse 
produits a partir d'organismes immunises contre ladite proteine ou ses 
10 fragments F(ab')2 ou Fab, selon l'invention. 

En outre l'invention propose egalement un kit comprenant une 
composition pharmaceutique vaccinale qui en plus du principe actif (proteine 
initialement immunosuppressive ou angiogenique locale d'une tumeur 
cancereuse mais privee desdits effets immunosuppressifs ou angiogeniques et 
15 immunogene ou ses derives ou anticorps de ciasse IgA anti-proteine 
immunosuppressive ou angiogenique locale d'une tumeur cancereuse ou 
molecule d'ADN) peut comprendre un adjuvant et/ou un autre immunogene a 
proprietes anticancereuses. 

Enfin l'invention propose une composition pharmaceutique 
20 adaptee a I'administration mucosale. 

Pour diminuer la charge immunosuppressive produite par la 
tumeur et ameliorer encore mieux la reponse immunitaire, on pourra associer a 
cette immunisation anti-suppressive une immunisation par voie generale par 
exemple obtenue par injection sous-cutanee, voire des moyens plus classiques 
25 visant a diminuer la taille de la tumeur comme la chimiotherapie, la 
radiotherapie, I'exerese chirurgicale ou encore I'adjonction de genes 
suppresseurs des tumeurs apportes par des techniques de la therapie genique 
(ADN vehicules par des vecteurs viraux, vecteurs lipidiques etc..) ou encore 
comme I'immunisation active contre des proteines sans action 
30 immunosuppressive ou angiogenique locale comme les MAGE ou des 
proteines de structure comme celles du papilloma virus. 
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On pourra aussi associer d'autres immunisations anti- 
suppressives et/ou angiogeniques par exemple en immunisant contre des 
cytokines ou des lectines susceptibles de servir de mediateur a Taction 
suppressive sur les cellules immunitaires ou associer des immunisations contre 
5 des antigenes tumoraux classiques (non immunosuppressifs ou angiogeniques) 
susceptibles d'augmenter la reponse immunitaire cellulaire particulierement 
tueuse (cellules CTL ou cellules NK) dirigee contre les cellules tumorales ou 
infectees par des virus. L'avantage de ces associations est qu'elles permettront 
au systeme immunitaire de mieux repondre a 1'immunisation anti- 

10 immunosuppressive et par consequent de mieux se reconstituer. 

Pour resumer, a ('immunisation mucosale contre un facteur 
immunosuppressif ou angiogenique paracrine presente sous une forme inactive 
mais toujours immunogene, on pourra associer des methodes plus classiques 
comme radiotherapie, chimiotherapie exerese chirurgicale ou traitement par 

15 genes suppresseurs ou encore des immunisations contre des cytokines ou des 
lectines produites par des cellules immunitaires (cellules T ou APC) mediant 
Taction immunosuppressive et/ou angiogenique ou contre des antigenes 
tumoraux. 

En effet, dans certains cancers, meme d'origine virale, des 
20 facteurs solubles d'origine cellulaire, telles les cytokines ou les lectines peuvent 
egalement jouer localement un role de mediateur de ('immunosuppression et/ou 
de Tangiogenese au sein des tumeurs. C'est le cas de TIFNa, cytokine 
immunosuppressive, surproduit localement au sein des tissus lymphoTdes 
infectes par le HIV dans la maladie Sida. 
25 ^experimentation in vitro sur des cellules mononucleees du sang 

(PBMC) infectees par le HIV-1 a montre que la proteine Tat etait impliquee 
dans la surproduction par les APC de la cytokine IFNa immunosuppressive. De 
maniere interessante, la proteine E7 du HPV, tout comme la proteine Tat du 
HIV-1 , induit la surproduction d'IFNa immunosuppressif par les APC. 
30 En consequence, on pourra egalement combattre Techappement 

immunitaire et/ou Tangiogenese des cancers, en induisant ou en administrant 
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des anticorps diriges specifiquement contre les cytokines dont la surproduction 
est responsable d'immunopathogenese, en particulier d'immunosuppression, 
tel TIFNa et/ou de I'angiogenese, tel le TNFa conformement a la demande de 
brevet Internationale WO 92/225. 
5 Ainsi les effets immunosuppressifs dus a la surproduction d'IFNa 

dans les cancers de la maladie Sida et du coi uterin tout comme ceux dus a la 
surproduction de TGFB dans les gliomes viro-induits pourront etre bloques par 
des anticorps diriges contre ces cytokines naturelles induits par une 
immunisation active (vaccination) utilisant des cytokinoTdes (cytokines 
10 modifiees biologiquement inactives mais immunogenes) comme vaccin. De tels 
anticorps pourront egalement etre administres passivement (immunisation 
passive). 

Les exemples et experimentations qui suivent illustrent la presente 

demande. 

15 

Exemple 1. Preparation de Tat carboxamide 

Le Tat carboxamide est un produit inactif mais immunogene qui a 
ete prepare par carboxyamidation de la proteine Tat recombinante native. Une 
preparation de la proteine Tat a notamment ete decrite dans WO-A-99/33872. 

20 Le Tat toxoTde a ete prepare de la fa?on suivante : 

La proteine Tat native recombinante (en solution la plus 
concentree possible) est dialysee 16 heures contre du tampon Tris, HCL 0,3 M, 
contenant de la guanidine 6M et du Dithiothreitol 10mM (rapport volume 
solution de Tat / volume tampon de dialyse : 1 / 20). 

25 Apres dialyse, la solution de Tat est recueillie et son volume 

mesure. La solution est desaeree par percussion sous pression reduite. On 
ajoute alors une solution d'acide iodoacetamide 0,5 M desaere par circulation 
d'un courant d'azote (dans ia proportion de 28 pi d'acide iodoacetamide 0,5 M 
par ml de solution Tat). 

30 Sous atmosphere d'azote, la reaction s'accomplit pendant 90 

minutes, a 37°C, a I'abri de la lumiere. 
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La reaction est alors bloquee par addition de p-mercaptoethanol 
concentre (0,65 pi par ml de melange reactionnel). 

Le melange est a nouveau place pendant 60 minutes, a 37°C, a 
I'abri de la lumiere, sous atmosphere d'azote. 
5 Le melange est ensuite dialyse, sous agitation, contre du tampon 

Tris, HCL 0,3 M contenant : 



20 



Uree 8 M 
Uree 4 M 
Uree 2 M 



2 H a temperature ambiante 
2 H a temperature ambiante 
2 H a temperature ambiante 
10 - PBS1X: 16heuresa4°C. 

La reaction de carboxyamidation permet de modifier les 
groupements thiols (groupements sulfhydryl) presents au niveau des residus 
cysteines de I'enchamement en acides amines. Ces groupements reagissent 
avec I'acide iodoacetamide par une reaction de S-carboxyamidomethylation. Le 
15 produit de la reaction est un residu S-carboxymethylamidocysteinyl. 



Exemple 2. Preparation Vaccine recombinante (souche Lister) exprimant la 
gp160 du VIH-1 (Souche (LAV/lllB) : construit donne par G. Beaud (Institut 
Jacques Monod, CNRS, Paris, France). 



Exemple 3. Plasmide d'expression pSV-Tat 

Le plasmide d'expression pSV-Tat a ete amplifie dans E. Coli et 
purifie par centrifugation en chlorure de cesium (Advanced Biotechnologies 
Inc.). 

25 Les composes immunogenes des exemples 1, 2 et 3 ont ete 

associes a un adjuvant afin de potentialiser la reponse immunitaire. 



Les adjuvants 

Differents types d'adjuvant ont ete testes : 
30 - la toxine thermolabile mutee (L.T mutee) de Escherichia coli enterotoxigene 
(ETEC) : la LT (R192G) decrite par Cardenas-Freytag L et al, Effectiveness 
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of a vaccine composed of heat-killed Candida albicans and a novel 
mucosal adjuvant, LT (R192G), against systemic candidiasis, Infect immun; 
1999, 67 :826-33. 

la sous-unite B (CTB) de la toxine cholerique (CT) de la bacterie Vibro 
5 cholerae contaminee par la CT totale. 

- le Montanide IMS 1113, 

- leC92512, 

- I'lSA 51. (SEPPIC). 



10 Exemple 4 

On a prepare une solution intranasale repondant a la formule 

compose de I'exemple 2 10 mg 

excipient q.s. pour une solution intranasale terminee a 20 ml 

(detail de I'excipient : Labrasol® , chlorure de sodium, benzoate de sodium, eau 

1 5 pour preparations injectables). 



Exemple 5 

On a prepare une solution intranasale repondant a la formule 

Tat carboxymethyle decrit dans WO-A-99/33872 10 mg 

20 excipient q.s. pour une solution intranasale terminee a 20 ml 

(detail de I'excipient : Labrasol® , chlorure de sodium, benzoate de sodium, eau 

pour preparations injectables). 
Exemple 6 

25 On a prepare des capsules orales renfermant chacune : 

Compose de I'exemple 1 200 jag 

Alhydrogel de Superfos 20 yig 

Excipient per os qsp. 0,5 ml 
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Etude pharmacoloqique 
Experience 1. 

Protocole : des souris ont regu par voie intramusculaire 100 pi 
d'emulsion (1 en ISA 51 contenant 25 pg de Tat carboxamide de I'exemple 
5 1 et 5 pg de LT au jour 0. Ensuite, aux jours 7, 14 et 21, ces souris ont regu par 
voie intranasale 10 a 15 pi d'une preparation contenant 25 pg de Tat 
carboxamide de I'exemple 1 et 3 pg de LT. Le serum de ces souris a ete 
preleve au jour 28. 

La recherche d'anticorps anti-Tat, de type IgG et IgA dans leur 
10 serum a ete realisee par le test ELISA suivant : des plaques sont sensibilisees 
avec du de Tat carboxamide (1 pg / puits). Les serums, dilues au 1/4 pour 
detecter les anticorps de type IgA ou dilues au 1/50 pour les anticorps de type 
IgG, sont testes selon les protocoles standard d'ELISA . Les resultats obtenus 
sont exprimes en D.O. 

15 





Classe 


Souris Controles 


Souris immunisees 


Ac. Anti-Tat 


IgG 


0,175 


2,224 


Ac. Anti-Tat 


IgA 


0,461 


1,759 



Ce protocole d'immunisation a conduit a augmenter le taux des 
Anticorps specifiques de classe IgG et IgA, assurant une immunite a la fois 
systemique et mucosale, confirmee par la presence d'lgA secretaires dans les 
20 lavages des secretions intestinales realisees selon la technique de Elson C.V. 
et al. (J. of Immunol Methods, 1984, 67 : 101-108). 

Experience 2 : 

Protocole : des souris ont regu par voie intranasale 10 a 15 pi 
25 d'emulsion (1 :1), en IMS 1113 ou C92512, contenant 25 pg de Tat 
carboxamide et 5 pg de LT au jour 0. Ensuite, aux jours 7 et 14, ces souris ont 
regu par voie intranasale 10 a 15 pi d'emulsion (1 :1), respectivement en IMS 
1113 ou en C92512, contenant 25 pg de Tat toxoide et 3 pg de LT. Le serum 
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de ces souris a ete preieve au jour 21. La recherche d'anticorps anti-Tat, de 
type IgG et IgA dans leur serum a ete realisee par le test ELISA decrit dans le 
protocole de I'experience 1. 





Classe 


Souris Controles 


Souris immunisees 
(C92512) 


Souris immunisees 
(IMS 1113) 


Ac. Anti-Tat 


IgG 


0,2 


2,220 


1,543 


Ac. Anti-Tat 


IgA 


0,7 


0,7 


1,092 



5 

L'utiiisation d'adjuvant IMS 1113 (Seppic, France) a permis 
d'induire une immunite mucosale, caracterise par ('amplification du taux 
d'anticorps anti-Tat de classe IgA. Par contre, I'adjonction d'adjuvant C92512 
(Seppic, France) ne I'a pas permis. 

10 

Experience 3 : 

Protocole : des souris ont regu par voie intranasale 10 a 15 pi 
d'une preparation contenant 10 pg du piasmide de I'exemple 3, 5 pg/rnl de CTB 
et 5 pg/ml de CT au jour 0. Ensuite, aux jours 7 et 14, ces souris ont regu par 
15 voie intranasale 10 a 15 pi d'une preparation contenant 25 pg de Tat toxoYde et 
5 pg/ml de CTB et 0,5 pg/ml de CT. Le serum de ces souris a ete preieve au 
jour 21. La recherche d'anticorps anti-Tat, de type IgG et IgA dans leur serum a 
ete realisee par le test ELISA decrit dans le protocole de I'experience 1 . 





Classe 


Souris Controles 


Souris immunisees 


Ac. Anti-Tat 


IgG 


0,3 


2,123 


Ac. Anti-Tat 


IgA 


0,2 


1,951 



20 

L'immunisation par voie intranasale au moyen de piasmide anti- 
Tat caracterise par une augmentation d'lgA et confirmee par la presence d'lgA 
secretaires dans les secretions intestinales. 
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Experience 4 : 

Protocole : des souris ont regu par voie orale 200 pi d'une 
preparation contenant 10 6 PPU/ml de vaccine recombinante exprimant la 
gp160, 5 pg/ml de CTB et 0,5 pg/ml de CT aux jours 0, 7 et 14. Le serum de 
5 ces souris a ete preleve au jour 21 . 

La recherche d'anticorps anti-Tat, de type IgG et IgA dans leur 
serum a ete realisee par le test ELISA suivant : des plaques sont sensibilisees 
avec de la gp160 recombinante native (1 pg/puits). Les serums, dilues au 1/4 
pour detecter les anticorps de type IgA ou dilues au 1/50 pour les anticorps de 
10 type IgG, sont testes selon les protocoles standards d'ELISA. Les resultats 
obtenus sont exprimes en D.O. 





Classe 


Souris Controles 


Souris immunisees 


Ac. Anti-gp160 


IgG 


0,112 


1,283 


Ac. Anti-gp160 


IgA 


0,440 


1,02 



L'augmentation des anticorps de classe IgG et IgA reflete une 
15 immunite a la fois systemique et mucosale anti-gp160. 

Experience 5 : 

Protocole : des souris ont regu par voie intranasale aux jours 0, 7, 
14 et 21 10-15 jul de PBS contenant comme immunogene 50 \j.g de Tat 
20 carboxamide de I'exemple 1 et comme adjuvant LT (3-5 pg) et 2 pi d'hydroxyde 
d'aluminium (Alhydrogel 85 de Superfos Biovector, Danemark). La recherche 
d'anticorps anti-Tat de type IgG et IgA dans leurs serums a ete realisee par 
ELISA suivant le protocole de I'exemple 1. 





Classe 


Souris Controles 


Souris immunisees 


Ac. Anti-Tat 


IgG 


0,182 


2,042 


2 Ac. Anti-Tat 


IgA 


0,461 


1,258 



25 
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L'agregation de I'immunogene Tat ToxoTde autour des particules 
d'hydroxyde d'alumine en presence du LT a facilite la reponse anticorps anti- 
Tat. 
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REVENDICATIONS 

1. Utilisation d'une proteine provenant de cellules cancereuses, 
de cellules infectees par un virus ou de cellules immunitaires ou encore d'un 
5 fragment inactif de cette proteine, ladite proteine etant une proteine initialement 
immunosuppressive et/ou angiogenique a action locale dont ces proprietes 
sont rendues inactives d'au moins 70 %, par un traitement physique et/ou 
chimique, tel qu'une formolation, une carboxamidation, une carboxymethylation, 
une maleimidation ou une oxydation par barbotage d'oxygene, par 

10 recombinaison genetique ou encore par un conditionnement adjuvant, ledit 
traitement lui conservant la propriete d'etre reconnue par des anticorps diriges 
contre ladite proteine, et lui conservant des proprietes immunogenes 
suffisantes pour generer des anticorps neutralisant ou bloquant ladite proteine 
native, ou encore I'utilisation d'une molecule d'ADN correspondant a ladite 

15 proteine inactivee par mutation ou audit fragment inactif, pour I'obtention d'un 
medicament destine a conferer a un patient une immunite mucosale fondee sur 
la secretion d'anticorps de classe IgA. 

2. Utilisation d'une proteine provenant de cellules cancereuses, 
de cellules infectees par un virus ou de cellules immunitaires ou encore d'un 

20 fragment inactif de cette proteine, ladite proteine etant une proteine initialement 
immunosuppressive et/ou angiogenique a action locale dont ces proprietes 
sont rendues inactives d'au moins 70 %, par un traitement physique et/ou 
chimique, tel qu'une formolation, une carboxamidation, une carboxymethylation, 
une maleimidation ou une oxydation par barbotage d'oxygene, par 

25 recombinaison genetique ou encore par un conditionnement adjuvant, ledit 
traitement lui conservant la propriete d'etre reconnue par des anticorps diriges 
contre ladite proteine, et lui conservant des proprietes immunogenes 
suffisantes pour generer des anticorps neutralisant ou bloquant ladite proteine 
native, ou encore I'utilisation d'une molecule d'ADN correspondant a ladite 

30 proteine inactivee par mutation ou audit fragment inactif, pour I'obtention d'une 
composition pharmaceutique vaccinale pour la voie muqueuse, notamment 
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pour la voie oromuqueuse comme la voie orale ou la voie intranasale destinee 
a conferer a un patient une immunite mucosale, fondee sur la secretion 
d'anticorps de classe IgA secretaire. 

3. Utilisation d'une proteine provenant de cellules cancereuses, 
5 de cellules infectees par un virus ou de cellules immunitaires ou encore d'un 
fragment inactif de cette proteine, ladite proteine etant une proteine initialement 
immunosuppressive et/ou angiogenique a action locale dont ces proprietes 
sont rendues inactives d'au moins 70 %, par un traitement physique et/ou 
chimique, tel qu'une formolation, une carboxamidation, une carboxymethylation, 
10 une maleimidation ou une oxydation par barbotage d'oxygene, par 
recombinaison genetique ou encore par un conditionnement adjuvant, ledit 
traitement lui conservant la propriete d'etre reconnue par des anticorps diriges 
contre ladite proteine, et lui conservant des proprietes immunogenes 
suffisantes pour generer des anticorps neutralisant ou bloquant ladite proteine 
15 native, ou encore ('utilisation d'une molecule d'ADN correspondant a ladite 
proteine inactivee par mutation ou audit fragment inactif, pour la fabrication d'un 
traitement par la voie mucosale pour lutter contre les proteines 
immunosuppressives et/ou angiogeniques a action locale induites notamment 
par une tumeur cancereuse. 
20 4. Utilisation selon Tune des revendications 1, 2 et 3, 

caracterisee en ce que le compose immunogene derive d'une des proteines 
immunosuppressives et/ou angiogeniques suivantes : 
proteine Tat du virus VIH-1 
proteine Tax d'un virus HTLV-1 
25 - proteine E7 du papilloma virus 

lectine mannane-dependante produite par des cellules immunitaires 
activees. 

5. Utilisation selon Tune des revendications 1 2 et 3, 
caracterisee en ce que le compose immunogene a ete traite par un aldehyde, 

30 ou carboxamide, ou carboxymethyle ou maleimide. 

6. Utilisation selon Tune des revendications 1 2 et 3, 
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caracterisee en ce que la proteine utilisee est une proteine mutee. 

7. Utilisation selon Tune des revendications 1 2 et 3, 
caracterisee en ce que Ton utilise une molecule d'ADN correspondant a ladite 
proteine inactivee par mutation ou audit fragment inactif. 
5 8. Une composition pharmaceutique vaccinale pour la voie 

muqueuse, par exemple pour la voie orale digestive ou pour la voie intranasale, 
renfermant a titre de principe actif une proteine provenant de cellules 
cancereuses, de cellules infectees par un virus ou de cellules immunitaires ou 
encore un fragment de cette proteine, ladite proteine etant une proteine 

10 initialement immunosuppressive et/ou angiogenique a action locale dont ces 
proprietes sont rendues inactives d'au moins 70 %, par un traitement physique 
et/ou chimique, tel qu'une formolation, une . carboxamidation, une 
carboxymethylation, une maleimidation ou une oxydation par barbotage 
d'oxygene, par recombinaison genetique ou encore par un conditionnement 

15 adjuvant, ledit traitement lui conservant la propriete d'etre reconnue par des 
anticorps diriges contre ladite proteine, et lui conservant des proprietes 
immunogenes suffisantes pour generer des anticorps neutralisant ou bloquant 
ladite proteine native, ou encore une molecule d'ADN correspondant a ladite 
proteine inactivee par mutation ou audit fragment inactif. 

20 9. Une composition pharmaceutique vaccinale selon la 

revendication 8, caracterisee en ce qu'elle comprend un adjuvant d'immunite 
mucosale, tel un mutant de CT (cholera toxine) ou de LT (enterotoxine labile 
d'E. coli). 

10. Une composition pharmaceutique vaccinale selon la 
25 revendication 8 ou 9 caracterisee en ce qu'elle renferme un adjuvant adsorbant 

le principe actif, tel I'hydroxyde d'alumine ou les particules d'or. 

11. Une composition pharmaceutique vaccinale selon Tune des 
revendications 8 a 10 caracterisee en ce que la proteine derive d'une des 
proteines immunosuppressives et/ou angiogeniques suivantes : 

30 - proteine Tax d'un virus HTLV-1 
proteine E7 du papilloma virus 
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lectine mannane-dependante produite par des cellules immunitaires et 
particulierement les lymphocytes T actives 

12. Une composition pharmaceutique selon Tune des 
revendications 8 a 11 caracterisee en ce que la proteine est obtenue par 

5 recombinaison genetique et presente une homologie peptidique de 70% au 
moins avec les proteines Tat du HIV-1, Tax du HTLV1 ou 2 et E7 de I'HPV ou 
la lectine mannane-dependante produite par des cellules immunitaires activees 
ou avec un segment de ces proteines. 

13. Une composition pharmaceutique selon Tune des 
10 revendications 8 a 12 caracterisee en ce que la proteine a ete traitee par un 

aldehyde ou a ete carboxymethylee, carboxamidee ou maleimidee. 

14. Procede de preparation d'une composition pharmaceutique, 
caracterise en ce que Ton prepare une composition pour la voie muqueuse, par 
exemple pour la voie orale ou pour la voie intranasale telle que definie a Tune 

15 des revendications 8 a 13. 

15. Procede de preparation d'une composition pharmaceutique 
seion la revendication 14 caracterise en ce que Ton prepare des microgranules 
bioadhesifs et gastro resistants pour la voie orale digestive renfermant au 
moins un principe actif immunogene et le cas echeant le ou les adjuvants. 

20 16. Un anticorps de classe IgA anti-proteine 

immunosuppressive ou angiogenique a action locale produite par des cellules 
cancereuses. 

17. Un fragment F (ab') 2 ou F(ab) d'un anticorps tel que defini a 
la revendication 16. 

25 18. Une composition pharmaceutique renfermant un anticorps 

de classe IgA anti-proteine immunosuppressive ou angiogenique a action 
locale induite par une tumeur cancereuse. 

19. Une composition pharmaceutique renfermant 
un anticorps de classe IgG anti-proteine immunosuppressive ou 
30 angiogenique a action locale induite par une tumeur cancereuse et 



WO 01/43771 PCT/FR00/O3526 

37 

un anticorps de classe IgA anti-proteine immunosuppressive ou 
angiogenique a action locale induite par une tumeur cancereuse. 
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